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Resumen 
 
Se desarrolló un método multirresiduo para el análisis de plaguicidas en leche mediante el 
empleo de cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas. Se estudiaron diferentes 
variaciones al método de extracción QuEChERS utilizando siete diferentes fases extractantes, dos 
sales amortiguadoras, tres concentraciones de ácido fórmico en la fase extractante y cuatro tiempos 
de ultrasonido. De los 58 plaguicidas analizados solo tiociclam y tiodicarb presentaron porcentajes 
de recuperación inferiores al 70%. Los mejores porcentajes de recuperación y menores coeficientes 
de variación se obtuvieron empleando el buffer de citrato y acetonitrilo con ácido fórmico al 0,5% 
como extractante. Por otro lado, no se observaron diferencias estadísticas (P > 0,05) a los tiempos 
de ultrasonido evaluados. Finalmente, se encontró que el método aplicado es preciso y exacto para 
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el análisis de residuos de plaguicidas de diferentes grupos químicos como: azoles, 
organofosforados, bencimidazoles, carbamatos, entre otros. 
 
Palabras clave: alimento, leche, pesticidas, QuEChERS. 
 
Abstract 
 
It was developed a multi-residue method for determining pesticides of different 
physicochemical characteristics presents on milk. The extraction process is based on the QuEChERS 
method and determination of the compounds was performed using ultra performance liquid 
chromatography coupled to mass spectrometry. Also, were evaluated seven different phases of 
extraction, the effect of different times of ultrasound and three concentrations of formic acid on the 
extraction process. The repeatability of the method results indicated that for most of the compounds 
showed coefficients of variation below 10%. Furthermore, it was found that there were no statistical 
differences (P> 0.05) at different times of ultrasound evaluation. Finally, it was found that the 
developed method is precise and accurate for the analysis of pesticide residues from different 
chemical groups such as azoles, organophosphorus, benzimidazoles, carbamates, among others. 
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Introducción 
 
La apertura del comercio mundial y las crecientes exigencias de los consumidores respecto a 
la calidad de los alimentos, ha inducido una serie de beneficios dentro de los que se destacan un 
mayor empleo de buenas prácticas agrícolas y veterinarias, superior conocimiento de temas 
relacionados con la seguridad alimentaria, mejor control de las entidades gubernamentales en 
cuanto a la inocuidad de los alimentos y en general, una conciencia por la producción y consumo de 
alimentos más sanos (Hefnawy, 2011; Ingram, 2011). De manera paralela a estos beneficios, en la 
última década en los países desarrollados se ha incrementado el número de políticas respecto al 
contenido de contaminantes en alimentos, lo cual conduce a un menor riesgo para la salud del 
consumidor, pero trae consigo un mayor número de restricciones para los productores y 
comercializadores de países exportadores, como es el caso de Colombia (Engler, Nahuelhual, Cofré 
y Barrena, 2012; Zweigenbaum, 2011).  
Debido a su composición, la leche es uno de los alimentos de más importancia para la 
nutrición humana, pues se sabe que es una fuente de aminoácidos, sacáridos, ácidos grasos, entre 
otros; la calidad de la leche es determinada por sus características bacteriológicas, fisicoquímicas y 
en esencia, además de sus cualidades composicionales (proteína, grasa, minerales, vitaminas, etc.) 
esta no debe contener una cantidad excesiva de microorganismos y residuos químicos (Clemens, 
Hernell y Michaelsen, 2011). Dentro de los contaminantes químicos relevantes que puede contener 
una leche, se encuentran los antibióticos y plaguicidas, los primeros son usados para la protección 
del ganado y los segundos pueden provenir de diferentes fuentes como: (i) pastos, forrajes o 
alimentación de origen vegetal, que han sido tratados con estos agroquímicos; (ii) empleo de estas 
moléculas para el control de parásitos en el ganado; (iii) control de plagas en establos o fincas 
lecheras, y (iv) contaminación de fuentes de agua, suelos y aire con plaguicidas provenientes de 
prácticas agrícolas (Decker, 1959).  
Desde este panorama, la comunidad científica ha encaminado sus esfuerzos al desarrollo de 
metodologías analíticas que permitan la detección de este tipo de contaminantes (De Brabander et 
al., 2009). Las metodologías analíticas existentes, incluyen desde la utilización de inmunoensayos 
(Jin et al., 2012) y biosensores (Mishra, Domínguez, Bhand, Muñoz y Marty, 2011) hasta el manejo 
de técnicas cromatográficas acopladas a espectrometría de masas (Mezcua et al., 2007; Rouvière, 
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Buleté, Cren-Olivé y Arnaudguilhem, 2012), siendo estas últimas las de mayor relevancia en el 
control de dichos residuos en alimentos. Los análisis de residuos de plaguicidas en leches se dan 
desde hace varias décadas, sin embargo, se han centrado sobre todo en la detección de moléculas 
organocloradas y organofosforadas (Jeong, Kwak, Ahn y Jeong, 2012; Kampire, Kiremire, Nyanzi y 
Kishimba, 2011). Por su parte, las diferentes entidades encargadas de fijar los límites máximos de 
residuos (LMR), en los últimos años ha aumentado en más de 4 veces el número de plaguicidas con 
restricciones en este alimento, lo cual se traduce en la necesidad de desplegar métodos analíticos 
que permitan realizar la detección de plaguicidas de diferentes grupos químicos (Joint, 2011). 
 El estudio de residuos de plaguicidas en leches, a través de técnicas cromatográficas, se 
divide en cuatro etapas fundamentales: (i) extracción, (ii) limpieza, (iii) cuantificación y (iv) 
confirmación. Según el tipo de plaguicida que se desee determinar, se reportan diferentes técnicas 
de extracción, como la extracción líquido-líquido (ELL), extracción en fase sólida (EFS), 
microextracción en fase sólida (MEFS), extracción acelerada con solventes (EAS), entre otras. La 
ELL es la técnica más empleada, sobre todo por su sencillez y eficiencia en la extracción de 
moléculas de diferentes características fisicoquímicas respecto a otras técnicas (Martínez, Plaza-
Bolaños, Romero-González y Garrido, 2009). 
 Ninguna de las técnicas de extracción reportadas son lo suficientemente selectivas para la 
extracción de residuos de plaguicidas, por lo tanto, es necesario una etapa adicional en el proceso 
analítico, la cual corresponde a la limpieza, que tiene como objetivo eliminar todos aquellos 
componentes que puedan afectar el proceso de detección. Para el caso específico de leches, los 
principales interferentes corresponden a lípidos, vitaminas y, de manera común, compuestos 
liposolubles que se encuentran presentes en la leche. Como solución a este inconveniente, se 
aprovechan diferentes técnicas como la cromatografía de permeación en gel, la EFS, la ELL y más 
recientemente el uso de adsorbentes como la amina primaria secundaria (APS) o octadecilsilano 
(C18) (Chung y Chen, 2011; Gilbert-López, García-Reyes y Molina-Díaz, 2009; LeDoux, 2011).  
En el último lustro, el manejo de metodologías analíticas basadas en el método QuEChERS 
son la mejor opción para el análisis de, no solo residuos de plaguicidas, sino de otros contaminantes 
como antibióticos y colorantes (Filigenzi, Ehrke, Aston y Poppenga, 2011). El método QuEChERS 
ofrece como principales ventajas resultados exactos, precisos y rápidos, además de permitir el uso 
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de bajas cantidades de solventes, reactivos y, en general, material de laboratorio (Anastassiades, 
Lehotay, Tajnbaher y Schenck, 2003). 
Teniendo en cuenta dicho contexto, en este artículo se presentan los resultados del desarrollo 
de una metodología basada en el método QuEChERS, para la determinación de residuos de 
plaguicidas en leches. Para ello se estudiaron diferentes variables que afectan el proceso de 
extracción. La cuantificación y confirmación de las moléculas se realiza mediante cromatografía 
líquida ultrarrápida acoplada a espectrometría de masas. 
 
Materiales y métodos 
 
Materiales de referencia, reactivos y soluciones 
 
El desarrollo del método se realizó para el análisis de 58 principios activos, dentro de los que 
se encuentran moléculas organofosforadas, organonitrogenadas, azoles, triazinas, carbamatos, 
benzimidazoles, entre otros. Todos los estándares de plaguicidas presentaban una pureza mayor al 
95% y fueron adquiridos de las casas comerciales Dr. Ehrenstorfer y Chemservice. Los reactivos 
restantes, la calidad, las condiciones de preparación y almacenamiento se encuentran reportados en 
trabajos previos (Ahumada y Zamudio, 2011).  
 
Instrumentos y equipos 
 
El análisis cromatográfico se hizo en un cromatógrafo líquido ultrarrápido (UFLC por su sigla 
en inglés: Ultra Fast Liquid Chromatograph) Shimadzu Prominence (Maryland, CA, Estados Unidos), 
acoplado a un detector selectivo de masas LCMS-2020 (Ahumada y Zamudio, 2011). 
Los análisis fueron realizados en una columna Shim Pack (6 cm × 2 mm d.i., tamaño de 
partícula de 2,1 μm y fase estacionaria C18), se trabajó en modo de gradiente con ácido fórmico al 
0,1% (P/V) y acetato de amonio 5 mM en agua Milli-Q, la fase orgánica empleada fue acetonitrilo. El 
volumen de inyección fue 5 µL, la temperatura de columna 40°C y el flujo de fase móvil 0,3 mL/min. 
El equipo cuenta con una interfaz tipo DUIS (ESI, APCI), que se operó en modo ESI, con un 
flujo de gas de secado de 10 L/min y un flujo de gas nebulizador de 1,5 L/min, las temperaturas del 
bloque de calentamiento y de la línea de eliminación del solvente correspondieron a 200ºC y 250ºC 
respectivamente. 
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Los análisis fueron llevados de manera simultánea en modo positivo y negativo, el voltaje 
aplicado en el capilar correspondió a 4500 V y –4500 V respectivamente. Todos los análisis fueron 
realizados en modo SIM (por su sigla en inglés, Single Ion Monitoring). 
En todos los ensayos se empleó tributilfosfato como estándar interno y el análisis de los 58 
principios activos se hizo a través de dos inyecciones en el cromatógrafo. En la mayoría de los 
casos, las concentraciones a las cuales se realizaron cada uno de los ensayos son iguales o 
inferiores al LMR del codex alimentarius, no obstante, algunos plaguicidas incluidos en el presente 
estudio no presentan aún LMR. 
 
Material de estudio 
 
Se utilizó como material de estudio leche en polvo, adquirida en un mercado local. Esta fue 
reconstituida atendiendo a las instrucciones presentadas por el fabricante en la etiqueta del 
producto, que corresponden a disolver 25 g de leche en polvo en 200 mL de agua. Se seleccionó la 
leche en polvo como material de estudio, con el propósito de mantener durante el desarrollo del 
mismo, unidades experimentales homogéneas y así evitar introducir otra variable que afecte los 
resultados. El contenido total de grasa de esta leche corresponde al 7%. 
 
Método de extracción 
 
Para la extracción se pesaron 10 g de leche reconstituida, se adicionó 10 mL del solvente de 
extracción, se agitó por 1 min de manera manual, luego se sumaron 4 g de sulfato de magnesio 
anhidro y la sal o sales usadas como buffer, nuevamente se agitó por 1 min y se centrifugó por 4 min 
a 5.500 rpm, con el propósito de separar la fase orgánica (Ahumada y Zamudio, 2011). 
 
Método de limpieza de los extractos 
 
Para el proceso de limpieza, se partió de los resultados obtenidos en estudios previos y los 
alcanzados en otras investigaciones para el análisis de residuos de plaguicidas en matrices con alto 
contenido lipídico (Chen et al., 2009). De esta manera, se tomaron 4 mL de la fase orgánica, se 
agregaron 600 mg de sulfato de magnesio anhidro, 100 mg de APS y 100 mg de octadecilsilano 
(C18), se agitó durante 2 min en un vórtex. Después se llevaron los tubos a refrigeración a –15ºC por 
un tiempo de 2 horas para finalmente centrifugar las muestras a 5.500 rpm durante 2 min a 4ºC. Por 
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último, se filtró la fase orgánica a través de una membrana de PTFE de 0,20µm, se transfirió una 
alícuota de 1000 µL a un vial de cromatografía y se añadieron 20 µL de una solución de 15 µg/mL 
de estándar interno. 
 
Resultados y discusión 
 
Evaluación de las condiciones de extracción (solvente – pH) 
 
El método QuEChERS emplea en su fase de extracción acetonitrilo como solvente orgánico y 
sales que permiten mantener el control del pH (buffer de acetato de sodio o de citrato), esta adición 
de sales se realiza con el propósito de minimizar la degradación de compuestos susceptibles a 
procesos de hidrólisis y favorecer la extracción de plaguicidas que puedan ionizarse a valores de pH 
superiores a 7. En el presente estudio, se seleccionaron siete fases extractantes: acetonitrilo (ACN), 
acetonitrilo con 1% ácido acético (ACN-ACÉTICO), acetonitrilo con 1% ácido fórmico (ACN-
FÓRMICO), acetato de etilo (ACOET) y mezclas de acetato de etilo: acetonitrilo (1:1) (ACN-ACOET), 
metanol: acetonitrilo (1:1), metanol: acetato de etilo (1:1). Así mismo, la extracción realizada 
utilizando cada fase extractante se hizo con dos sistemas de amortiguación de pH: acetato y citrato, 
de acuerdo con las dos variaciones más relevantes del método (Lehotay et al., 2010). Este estudio 
se realizó mediante un diseño factorial con cuatro réplicas por tratamiento. 
Los resultados obtenidos en esta evaluación, mostraron que las mezclas con metanol no 
resultan apropiadas para la extracción de plaguicidas en ninguno de los dos ensayos de regulación 
de pH (acetato y citrato), estos resultados se atribuyen a la dificultad que se encontró en la 
separación de la fase orgánica con la fase acuosa, lo cual se atribuye a la alta miscibilidad que tiene 
el metanol con el agua; y aunque se llevó a cabo la adición de NaCl y MgSO4 para efectuar el salting 
out o separación de las fases, estas no brindaron las condiciones suficientes de fuerza iónica para 
obtener una adecuada separación. Con base en estos resultados, se descartó el uso de las mezclas 
con metanol como solvente de extracción. 
Las figuras que se presentan a continuación se construyeron con intervalos arbitrarios que 
posibilitaran ver las diferencias entre las diversas alternativas de extracción evaluadas; ya que de 
haberse escogido el intervalo planteado por la Unión Europea (70% a 120%) (Sanco, 2011), la 
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mayoría de compuestos se hallarían en este intervalo, impidiendo tener un criterio de selección del 
método.  
La figura 1 muestra la distribución del número de plaguicidas recuperados para cada 
extractante usando el sistema citratos como amortiguador. Allí se observa que para todas las fases 
extractantes evaluadas, se obtiene una recuperación en un intervalo entre 80% y 110% que supera 
el 70% de los compuestos analizados. Sin embargo, se puede advertir que a medida que disminuye 
la constante dieléctrica del solvente de extracción, se encuentra un descenso en el número de 
compuestos que presentan porcentajes de recuperación en este rango. En esta figura se observa 
que la mejor alternativa corresponde a la extracción con acetonitrilo, no obstante, es de resaltar que 
dentro de los 11 compuestos que tiene el acetonitrilo en el rango inferior al 80%, presenta siete 
compuestos para los que el método no es exacto, es decir, que tienen recuperaciones inferiores al 
70%. Por otro lado, la segunda mejor alternativa corresponde a la extracción de acetonitrilo con 
fórmico, en cuyo caso solo presenta cinco compuestos con porcentajes de recuperación inferiores al 
70%. 
 
 
 
Figura 1. Plaguicidas recuperados para cada una de las fases extractantes evaluadas 
empleando el método QuEChERS citrato; 
clasificados según el porcentaje de recuperación. 
 
La figura 2, muestra la distribución de los porcentajes de recuperación para cada extractante 
evaluado, usando el método QuEChERS con acetato. En este caso, el número de plaguicidas 
recuperados supera solo el 55% del total evaluado, lo que implica que al usar este sistema de 
amortiguación se presentan recuperaciones más alejadas del 100%.  
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Al comparar los resultados de las figuras 1 y 2, se evidencia que mediante la utilización de 
sales de citrato se obtienen mejores porcentajes de recuperación, lo cual se adjudica a que 
posiblemente el pH que se obtiene con este sistema favorece la estabilidad de los plaguicidas 
examinados y por lo tanto aumenta su porcentaje de recuperación en la matriz de estudio (Pizzutti, 
De Kok, Hiemstra, Wickert y Prestes, 2009). Con base en estos resultados, se determinó que las 
condiciones apropiadas de pH proporcionadas por la adición de sales del método QuEChERS se 
alcanzan con el buffer de citrato obteniendo la recuperación de la mayoría de los plaguicidas en 
estudio. 
 
 
 
Figura 2. Plaguicidas recuperados para cada una de las fases extractantes evaluadas 
empleando el método QuEChERS acetato; 
clasificados según el porcentaje de recuperación. 
  
La selección de la fase extractante que ofrece las mejores condiciones químicas de afinidad 
para extracción de plaguicidas en leches, se realizó con fundamento en los plaguicidas recuperados, 
considerando como intervalo de recuperación el establecido en la legislación europea (Sanco, 2011). 
De esta manera, en la tabla 1, se muestran los plaguicidas que están fuera de este criterio de 
aceptación. 
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Tabla 1. Plaguicidas con porcentajes de recuperación menores a 70% o mayores a 120%, 
obtenidos mediante el método QuEChERS citrato. 
 
La tabla 1 muestra que el empleo del buffer de citrato y la adición de ácidos orgánicos permite 
obtener la recuperación de la mayoría de los plaguicidas evaluados, ya que solo cinco compuestos 
no cumplen con las condiciones establecidas por la legislación europea (Sanco, 2011). Esto implica 
que con las condiciones de pH alcanzadas por las mezclas citrato-ácido fórmico y citrato-ácido 
acético se obtienen las mejores condiciones para la extracción de los plaguicidas evaluados. La 
figura 3, indica algunos de los coeficientes de variación conseguidos por medio del empleo de cada 
uno de los ácidos orgánicos. En esta figura se puede observar que para utilizar ácido fórmico, en 
general se presentan valores de coeficientes de variación inferiores que al usar ácido acético, lo cual 
se traduce en un método más preciso. 
 
 
Figura 3. Coeficientes de variación obtenidos para algunos plaguicidas 
con el sistema citratos con ácido acético y ácido fórmico. 
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Para el caso de las tres primeras alternativas de extracción (acetonitrilo, acetonitrilo con ácido 
acético y acetonitrilo con ácido fórmico), se encontró que después de realizar la limpieza de los 
extractos, estos presentaron una leve coloración amarilla, sin embargo, no se observaron mayores 
diferencias entre dichas alternativas. Por su parte, para el caso de las fases extractantes en las que 
se incluyó el acetato de etilo, se halló que esta coloración era un poco más intensa, lo cual podría 
señalar una mayor presencia de compuestos de la matriz, pues ninguno de los plaguicidas presenta 
una coloración a las concentraciones a las que se trabaja. De acuerdo con la composición de la 
leche, la intensidad de esta coloración podría relacionarse directamente con la concentración de 
triglicéridos, vitaminas y fosfolípidos presentes en los extractos, lo que se explicaría por la menor 
constante dieléctrica del acetato de etilo que favorecería una mayor extracción de compuestos de 
naturaleza lipofílica y por lo tanto, una coloración más intensa en el extracto. 
Ahora bien, para realizar el análisis cromatográfico de los extractos que contenían acetato de 
etilo, era necesario realizar un cambio de solvente a 100% acetonitrilo. En este cambio de solvente, 
se evidenció que al eliminar este mediante un flujo de nitrógeno, se formaba un precipitado que no 
se disolvía al adicionar el solvente para reconstituir (acetonitrilo); no obstante, después de filtrar 
previo a la inyección cromatográfica, se encontró que el extracto resultante no presentaba ninguna 
coloración, esto hace pensar que los interferentes mencionados con anterioridad precipitaron dando 
como resultado un extracto más limpio. En consonancia con estos resultados, se decidió hacer un 
estudio de efecto matriz para demostrar si esta precipitación lleva a una disminución de los 
interferentes. 
Para estudiar el efecto matriz, se aplicó el proceso de extracción de manera normal a 
muestras de leche libres de plaguicidas, mediante cada una de las fases extractantes que se desean 
comparar, posteriormente previo al análisis cromatográfico, en el vial se fortificaron las muestras con 
los plaguicidas en estudio, con el propósito de comparar las respuestas cromatográficas obtenidas 
(con coextractantes) y las respuestas cromatográficas en solvente (sin coextractantes) a la misma 
concentración. La figura 4, revela los resultados de este experimento, en esta figura se presenta el 
promedio de porcentaje de efecto matriz de todos los compuestos; este porcentaje de efecto matriz, 
corresponde a la relación entre las áreas en extractos (con interferentes) con las áreas en solvente 
(sin interferentes). 
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Figura 4. Porcentaje de efecto matriz obtenido a través de cada una de las fases extractantes. 
 
 
El porcentaje de efecto matriz, indica tanto el tipo de efecto matriz que existe como el grado 
de este. Así, si este valor es mayor al 100%, el efecto matriz es de aumento de la señal 
cromatográfica, mientras que si es menor al 100% este efecto es supresión de la señal 
cromatográfica. Como se puede observar en esta figura, para las tres primeras fases extractantes 
(ACN, ACN-ACÉTICO y ACN-FÓRMICO) se presentan porcentajes de efecto matriz inferiores al 
80%, esto indica que se da un fenómeno de supresión de la señal cromatográfica y que es bastante 
notorio, pues esta supresión es mayor del 20%. Este fenómeno de supresión de la señal 
cromatográfica, se lleva a cabo en el proceso de ionización de los plaguicidas en la interfaz y se cree 
ocurre principalmente por la presencia de compuestos de la matriz que compiten con los plaguicidas 
por los protones disponibles en el medio, lo cual se traduce en una menor cantidad de plaguicidas 
que adquieren carga en la interfaz y por lo tanto una menor respuesta cromatográfica (Ahumada, 
Zamudio y España, 2012). 
 Por otro lado, para las fases extractantes que contienen acetato de etilo se encuentra que el 
efecto matriz es prácticamente nulo, pues se tiene que el porcentaje de efecto matriz es 
prácticamente 100%. Estos resultados corroboran lo planteado acerca de la eliminación de 
interferentes mediante el cambio de solvente. Empero, este menor efecto matriz no solo es atribuido 
a la precipitación de algunos de los interferentes, sino también al tipo de interferentes que se pueden 
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extraer con el acetato de etilo, pues a diferencia del acetonitrilo este solvente no extrae los 
compuestos de alto momento dipolar, los cuales tienen una mayor probabilidad de generar 
fenómenos de supresión de la señal cromatográfica (Ahumada et al., 2012). 
Finalmente, a pesar de que los resultados de precisión y exactitud revelaron que el empleo de 
acetato de etilo no es la mejor alternativa (figuras 1 y 2), los resultados de efecto matriz indican que 
en el proceso de detección es más conveniente el manejo de extractos obtenidos con acetato de 
etilo, lo que se traduce en una mayor capacidad de detección de residuos a bajas concentraciones.  
 
Evaluación de la concentración de ácido fórmico 
 
Como ya se discutió, la adición de ácido fórmico mejora la exactitud y la precisión en la 
extracción de algunos plaguicidas; además se ha reportado que esta adición aumenta la estabilidad 
de los plaguicidas en los extractos finales (Geis-Asteggiante, Lehotay y Heinzen, 2012). Los 
experimentos anteriores se realizaron a una concentración de ácido fórmico del 1% (V/V), 
seleccionada con fundamento en algunos reportes en la literatura (Walorczyk y Gnusowski, 2009). 
Sin embargo fue necesario establecer si esta concentración es la más adecuada para el presente 
estudio con base en la influencia de la concentración de ácido fórmico sobre la precisión y exactitud 
del método.  
La tabla 1, muestra los resultados obtenidos de esta evaluación, donde se observa que al 
comparar los porcentajes de recuperación y los coeficientes de variación sin y con la adición de 
ácido fórmico (0,5%), se tiene que con la adición, para la mayoría de los casos, existe un aumento 
en la exactitud y la precisión de la metodología. Por ejemplo, para casos como metomilo, spinosad, 
tridemorf, diclorvos se tienen porcentajes de recuperación más cercanos a 100% con la suma del 
ácido fórmico, de igual manera para el caso de oxamilo, hexaconazol, ometoato y epoxiconazol se 
presenta una mejora en la precisión del método. Por otro lado, al comparar los resultados de 0,5% 
con los de 1%, se evidencia un leve descenso en los porcentajes de recuperación para algunos 
casos, al igual que una precisión más baja con el aumento de la concentración de ácido fórmico. Es 
de resaltar que para moléculas como metomilo y ometoato se consiguen porcentajes de 
recuperación adecuados (> 70%) al emplear la concentración más baja de ácido fórmico. 
Al aumentar la concentración del ácido fórmico a 1,5% se encuentra que la recuperación de 
algunos compuestos desciende, al igual que su precisión. Inclusive en casos como metoxifenocida, 
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diclorvos y hexaconazol no se logran detectar estos compuestos, lo que sugiere que estas moléculas 
son bastante sensibles a la variación del pH. 
 
 
 
Tabla 2. Porcentajes de recuperación y coeficientes de variación 
a diferentes concentraciones de ácido fórmico (CH2O2) 
para algunos de los plaguicidas. 
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Los resultados de estos experimentos, muestran que, en efecto, al agregar ácido fórmico 
mejora la precisión y exactitud del método, no obstante, al emplear concentraciones superiores al 
0,5% se presenta un descenso en las recuperaciones de algunos compuestos. De esta manera, se 
establece que al utilizar una concentración de 0,5% de ácido fórmico se obtienen los mejores 
resultados, pues de la totalidad de los compuestos solo tiociclam y tiodicarb no cumplen con los 
criterios de aceptación de la Unión Europea (Sanco, 2011). 
 
Efecto del ultrasonido 
 
Respecto a tiociclam y tiodicarb, para las cuales no se logró obtener una recuperación 
adecuada, se tiene que estos resultados coinciden con trabajos previos que aplican QuEChERS 
para el análisis de estas moléculas en material vegetal (Ahumada y Zamudio, 2011). Por lo tanto, 
para alcanzar mejores porcentajes de recuperación, se procedió a asistir la extracción con 
ultrasonido, pues algunas investigaciones han reportado la mejora en la exactitud de estos 
compuestos (Ferrer et al., 2010). De esta manera, posterior a la agitación que se realiza después de 
la adición de las sales (citrato y sulfato de magnesio), se sometió la mezcla de extracción a cuatro 
diferentes tiempos de ultrasonido, los cuales correspondieron a 5 min, 10 min, 15 min y 20 min. 
 
 
Figura 5. Efecto del ultrasonido sobre los porcentajes de recuperación. 
A: recuperación de tiociclam y tiodicarb. B: promedio de recuperación de todos los plaguicidas. 
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La figura 5 A, revela que al aplicar los diferentes tiempos de ultrasonido no se mejora la 
recuperación de tiociclam y tiodicarb, lo cual se encuentra en desacuerdo con lo encontrado en otras 
investigaciones (Ferrer et al., 2010). En estas investigaciones, al aplicar ondas ultrasónicas se da 
básicamente una mejora en la transferencia de masa desde la fase sólida de la matriz hasta la fase 
extractante, para el caso específico de la leche, no existe una fase sólida significativa (respecto a 
frutas u otro tipo de alimentos), pues se trata de una emulsión y por consiguiente, la extracción de 
estos plaguicidas no aumenta de manera considerable, pues este efecto de transferencia de masa 
no existe. Lo anterior implica que la extracción es únicamente función de la constante de partición 
(matriz-fase extractante) y las ondas de ultrasonido no afectan el valor de esta constante. 
Finalmente, la figura 5 B muestra que se tiene un leve aumento en los porcentajes de 
recuperación de los compuestos restantes al someter las muestras a 5 min y 10 min de ultrasonido, 
posteriormente al aplicar tiempos mayores se alcanzan menores porcentajes de recuperación, sin 
embargo, al realizar una análisis de varianza no se encontraron diferencias significativas (α = 0,05) 
para ninguno de los plaguicidas. 
 
Conclusiones 
 
En el estudio de las diferentes variables que afectan la extracción de residuos de plaguicidas 
en leche, se halló que al trabajar con el sistema de citratos para amortiguar el pH se consiguen 
mejores porcentajes de recuperación respecto al sistema acetato. Por otro lado, de los diferentes 
solventes o mezclas de solventes evaluados se determinó que la mejor opción es el empleo de 
acetonitrilo con ácido fórmico al 0,5%. Respecto al efecto de asistir el proceso de extracción con 
ultrasonido se tuvo que para ninguno de los plaguicidas se encontró alguna diferencia en la precisión 
y exactitud. 
Finalmente, se desarrolló una metodología multirresiduo para el análisis de residuos de 56 
plaguicidas en leche, con porcentajes de recuperación entre el 70,4% y 117% y coeficientes de 
variación entre el 2,0% y el 19,5%, lo cual señala que cumple con los criterios de aceptación de la 
Unión Europea para este tipo de análisis. 
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